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© Expression de proteines gag de retrovirus dans les cellules eucaryotes. 

@ La proteine precurseur gag de retrovirus est exprimee 
dans des cellules eucaryotes par techniques d'ADN recombi- 
nant et employee pour Induire une immunoprotection chez les 
humains presentant un. risque d'expositlon a HIV et pour 
diagnostiquer une exposition. 
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Description 

Domaine de I'lnvention 

Cette invention est relative a ('expression des proteines dans les cellules eucaryotes. Elle concerne olus 
partcutaerement .'expression de la proteine precurseur gag du virus de I'immunodeficience P 

Arriere-plan de I'lnvention 

iro^jJ™™ 3, ?' est :^, ire les virus de la fa ™'»e des Retroviridae. sont une grande famille de virus 
ZfS?r d ^ Vir ° n 1 50 nm Pr ' S6ntant Une ™ cl «° ca P^e et dont le materiel genetique es de 
Suno^i^ C ° mme ' eS **» dU — et de ,a '- virus de 

im™,^ de ' a d6fi ?o,^ ,mmunitaire htj maine (HIV), I'agent etiologique du syndrome de la deficience 
immunita-re acqu.se (SIDA) et des desordres qui y sont apparent^, est un membre de la fam le Ses • 

^H 16 , d , ,ff6r t nt !. iS0latS de HIV P a ™ les < uels 'e virus T-lym P hotropique humain de type m 
S i S de ' a lvm P haden °P a tnie (LAV) et les retrovirus associes au SIDA (ARN) qui ont ete groupes 
S?DA t\ P f e ri ™, T aS f° C,eS 3 13 d " fiCienC8 immuni,aire comprennent HIV de type 2 dont I'association au 
SIDA en Afnque occ.dentaie a ete recemment mise en evidence. D'autres virus de la deficience immunitaire 
comprennent les virus SIV (virus du singe) tels que SIWBK28 immunitaire 

c^n^ttTr mo '? cu ' al ' re du 9 6nome de Hlv a demontre que le virus possede la meme organisation 

tfST, 9 T S re , tr ° VirUS - 06 Plus ' " COntient au moins 5 9 enes W ne « retrouvent pas dans 

. ^ ; 5£ «2S HtZtrs, 3'orf et R. La region gag encode au moins 3 proteines structured 

nnZl 11 ? P SOnt f nera6 ' Par CliV3ge d ' Une prot * ine P recur =*ur gag de 55 kilodaltons par la 
protease de HIV. La protease est encodee par le gene pol. 

rf^^f c P -° rtS K 6CentS !!? m °. n J r6 qU8 d6S anticor P s aux Proteines gag de HIV, p17. P 24 et p16 sont presents 
dans les se a humains d'mdividus infectes aux Etats-Unis d'Amerique et en Europe et que les anticorps 
apparaissent ra P ,dement apres infection. La presence de ces anticorps decline au fur et a mesure qSe 
I individu progresse vers le SIDA. B que 

La proteine gag p17 avec sa localisation submembranaire (Gelderblom et al, Virology 156-171 (19871 est 

nZ^TT P °,T §tre 6n C -° ntaCt §tr0it aV6C la prot * ine transmembranaire 9 p41 et la membrane virale' Elle 
pourrait egalement jouer un role dans les changement de conformation impliques dans le processus d'entree 
et de desenrobage du virus. De plus, on a demontre que gag p17 a un N-terminus myristyle. La myristylation 
jouerait un role jmportant dans ('assemblage du virion et dans la localisation de composants du viruV a °a 
membrane du plasma. 

Malgre de gros efforts de recherche dans le domaine du SIDA, on continue a avoir besoin de reactifs de 
diagnostic qui peuvent Stre utilises pour controler la progression de la maladie et d'agents qui peuvent eviter 
une infection pnmaire, tels que via une immunisation et d'agents qui peuvent prevenir ou empecher une 
infection secondare tels que par une transmission de cellule a cellule ou par infection du virus libre. 

Resume de I'lnvention 

Un aspect de cette invention est une molecule d'ADN recombinant pour I'expression de la proteine 
precurseur gag dans des cellules eucaryotes qui comprend une sequence codant liee de maniere operatoire 
a une region de regulation qui fonctionne dans la cellule h6te. 

Des aspects voisins de cette invention sont des cellules holes compre'nant la molecule d'ADN recombinant 

61 isurs CUITUTSS. 

D'autres aspects de cette invention sont la proteine precurseur gag produite par les cellules hotes de 
i invention, y compns une particule comprenant la proteine precurseur gag semblable au "core' de HIV 

D autres aspects encore de cette invention sont un precede pour produire la molecule d'ADN recombinant 
et la cellule hote de I'lnvention, un precede pour produire la proteine precurseur gag et les particules de 
I invention amsi que les compositions et methodes qui s'y rattachent. 

quf suivenf CtS ^ '' inVention et d ' au,res encore sont amplement decrits dans la description et les Exemples 



Description Detaillee de I'lnvention 

II a maintenant ete trouve que la proteine precurseur retroviral gag peut etre exprimee dans des cellules 
eucaryotes recombmantes et qu'une telle expression peut resulter en une production de I'entierete de la 
proteine precurseur gag sans I'usage de sequences d'ADN pol et sans I'usage de sequences 5' non traduites 
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Comma exemples de telles cellules il y a les cellules d'eucaryotes inferieurs telles que les cellules de levure d* 
moisissures at d an.maux. y compris les cellules d'insectes telles que les cellules de Drosophiles ou da 
Lepidomteres; les lignees cellulaires de mammiferes; les cellules primaires de mammiferes et les insectes 
animaux transgeniques. msecies et 

II a egalement ete trouve. de maniere inattendue, que la proteine precurseur gag peut former des particules 
qu, ressemblent, en grandeur et autres caracteristiques physiques et en antigenicite, auToScS^ 

iTu^TT fm r S i 3 SUrf3Ce d6S Ce " UleS humaineS infect6es - Durant un Vie d\nfec£ re1roviSe 
TJlr appara ^. qu f la P roteine Precurseur gag, connue comme p55 dans la cas de HIV, est toufd™«3 
en £i r 6 " ^ , U6S lmrnattJres . c ™Prenant de maniere preponderante la proteine gag "dans so 2 
entierete. Ces particules gag peuvent etre designees comme pre-particules de W ou comme partSs de 
noyau non matures. Pendant la maturation virale, le precurseur est dive en proteines sousunSS^ onSw 
n?7 llT* 1 ' COm T- p17 ' p24et p ! 6 - Ces Papules gag, nontenant constitutes en ma|eure partie de 
p17 p24 et P 16. peuvent etre mentionnees comme particules de "core" ou particules matures de^o«- 
Pendant la maturation vira.e egalement, apparemment pendant le processus de bourgeonnement la 
membrane wale se forme autour des particules du "pre-core" ou du "core". Comme le montrent le Sles 
J Precurseur gag de HIV exprime dans des cellules recombinantes de Lepidopteres en utiS un 
s^me degression Bacu ovlms forme en majeure partie das agregats'ou das paquets soi fom£ £ 
particu es qu. on des propnetes physiques et biologiques at des dimensions similaires belles du W des ' 
particules de HIV formees naturellement a la surface des cellules humaines infectees. Les parSs de 
I invention component de maniere predominate la proteine precurseur gag (plus de 90 0/ 0 deTSoSnes 
presentes dans les par ticules. Elles sont reconnues apres un bref traitement avec du Triton X100 par das 
anticorps monoc onaux (MABs) anti-p17. MABs anti- P 24 et MABs anti- P 16 en plus de leur reconnaissance oa? 
des ant.corps polyclonaux anti-gag provenant de sera de patients infectes. Les particules, parce qS sZ 
preparees par techn.ques d'ADN recombinant comme decrit ici, sont depourvues d« fonc«ons viraS 
requises pour la maturat.on et la replication du virus, specialement de I'ARN viral et, de preferencrrqalement 
des fonctions de transcriptase inverse. ='=>ence, egaiement 

Les cellules eucaryotes recombinantes de I'invention sont construites pour exprimer la proteine precurseur 
gag par introduc .on dans les cellules de la molecule d'ADN recombinant de I'invention. La molLule d'ADN 
recombinant de invent.on comprend une region codant pour la proteine precurseur gag- Ilea de maniere 
operator a un element de regulation qui fonctionne dans les cellules holes choisies. Sous un aspect S 
invention. ,l a ete trouve que d'autres fonctions de HIV ne sont pas requises pour ('expression de la protein! 
precurseur gag et pour la formation de la particule ressemblant au 'pre-core' Les sequences diDN^dSTt 
pour d autres fonctions p.ex. pour des fonctions d'amplification, fonctions de marqueurs de selection ou da 
maintenance peuvent egalement etre associees a la molecule d'ADN recombinant de I'invention 

Une region d ADN codant pour la proteine precurseur gag peut etre preparee de n'importe lequel des 
differents clones genomiques d'isolat infectieux du virus de I'immunite deficitaire rapportes dans la litterature 
Voir, par exemple Shaw et al.. Science 226 :1165 (1984); Kramer et al., Science 23 1-1580 (TS 
Alternativement, un clone genomique du virus de I'immunite deficitaire peut etre prepare de virus isoles da 
f C o C ^?ol ' qUeS Paf tecnnic ' ue de clon age d'ADN standard. Voir, par exemple, Gallo et al Brevet 
4 520 113 des Etats-Unis d'Amerique; Montagnier et al., Brevet 4 708 818 des Etats-Unis d'Amerique Avant 
clone un fragment du genome qui comprend la region codante gag, une region qui code seulement pour le 
precurseur gag , peut etre preparee par restriction de I'ADN de maniere a isoler une portion de la reqion 
codante de I ADN et reconstruction des portions restantes par I'utilisation ^oligonucleotides synthetiaues 
comme decrit dans les Exemples ci-apres. Alternativement. un fragment plus important comprenant la rLori 
codante gag ou des sequences additionnelles peut etre coupe par I'utilisation d'exonucleases. Dans un autre 
precede alternatrf encore, I'entierete de la region codante peut etre synthetisee en utilisant des synthetiseurs 
d ADN automates standard par la synthese de fragments de la region codante et en les liant ensemble oour 
former une reg.on codante complete. Bien que I'usage d'une sequence codante depourvue des sequences 
flanquantas naturelles presentes en 5' et en 3'soit prefare, la fusion de la sequence codante a d'autres 
sequences du v.rus de I'immunite deficitaire, p.ex. sequences de la proteine du manteau. n'est pas ecartee so 
des aspects preferes. r 3U 

A litre d'exemple, une region codant pour la proteine precurseur gag de HIV a la sequence suivante : 
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1 ATG GGT GCG AG A GCG TCA GTA TTA AGC GGG GGA GAA 3 6 
Mec Gly Ala Arg Ala Sec Val Leu Sec Gly Gly Glu 

S 37 TTA GAT CGA TGG GAA AAA ATT CGG TTA AGC CCA GGG 72 
Leu Asp Acg Tcp Glu Lys lie Arg Leu Arg Pco Gly 



10 



73 GGA AAG AAA AAA TAT AAA TTA AAA CAT ATA GTA TGG 108 
Gly Lys Lys Lys Tyr Lys Leu Lys His lie Val Trp 



109 GCA AGC AGG GAG CTA GAA CGA TTC GCA GTT AAT CCT 144 
75 Ala Sec Arg Glu Leu Glu Arg Phe Ala Val Asti Pro 



20 



25 



14 S GGC CTG TTA GAA AC A 
Gly Leu Leu Glu The 

181 CTG GGA CAG CTA CAA 
Leu Gly Gin Leu Gin 

217 GAA GAA CTT AGA TCA 
Glu Glu Leu Arg Sec 



TCA GAA GGC TGT AGA CAA ATA 180 
Sec Glu Gly Cys Arg Gin He 

CCA TCC CTT CAG ACA GGA TCA 216 
Pro Ser Leu Gin Thr Gly Ser 

TTA TAT AAT ACA GTA GCA ACC 252 
Leu Tyc Asn Thr Val Ala Thr 



30 253 CTC TAT TGT GTG CAT 
Leu Tyr Cys Val His 



CAA AGG ATA GAG ATA AAA GAC 288 
Gin Arg He Glu He Lys Asp 



35 



289 ACC AAG GAA GCT TTA 
Thr Lys Glu Ala Leu 



GAC AAG ATA GAG GAA GAG CAA 324 
Asp Lys He Glu Glu Glu Gin 



40 



325 AAC AAA AGT AAC AAA 
Asn Lys Sec Lys Lys 



AAA GCA CAG CAA GCA GCA GCT 3 60 
Lys Ala Gin Gin Ala Ala Ala 
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361 GAC ACA GGA CAC AGC 

Asp Thr Gly His Sec 

3 97 CCT ATA GTG CAG AAC 

Pco He Val Gin Asn 

433 CAG GCC ATA TCA CCT 

Gin Ala He Sec Pco 

4 67 AAA GTA GTA GAA GAG 

Lys Val Val Glu Glu 



AGT CAG GTC AGC CAA AAT TAC 396 
Sec Gin Val Ser Gin Asn Tyc 

ATC CAG GGG CAA ATG GTA CAT 432 
He Gin Gly Gin Met Val His 

AGA ACT TTA AAT GCA TGG GTA 4 68 
Arg Thr Leu Asn Ala Tcp Val 

AAG GCT TTC AGC CCA GAA GTA 504 
Lys Ala Phe Sec Pro Glu Val 



6Q 505 ATA CCC ATC TTT TCA GCA TTA TCA GAA GGA GCC ACC 540 
He Pco Met Phe Sec Ala Leu Sec Glu Gly Ala Thr • 
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541 CCA CAA GAT TTA AAC ACC ATG CTA AAC ACA GTG GGG 576 
Pro Gin Asp Leu Ash The Met Leu Asn The Val Gly 

577 GGA CAT CAA GCA GCC ATG CAA ATG TTA AAA GAG ACC 612 
Glv His Gin Ala Ala Met Gin Met Leu Lys Glu The 

613 ATC AAT GAG GAA GCT GCA GAA TGG GAT AGA GTA CAT 648 
He Asn Glu Glu Ala Ala Glu Trp Asp Arg Val His 

649 CCA GTG CAT GCA GGC CCT ATT GCA CCA GGC CAG ATG 684 
Pro Val His Ala Gly Pro U e Ala Pro Gly Gin Met 

685 AGA GAA CCA AGG GGA AGT GAC ATA GCA GGA ACT ACT 720 
Arg Glu Pro Arg Gly Ser Asp lie Ala Gly Thr Thr 

721 AGT ACC CTT CAG GAA CAA ATA GGA TGG ATG ACA AAT 756 
Ser Thr Leu Gin Glu Gin lie Gly Trp Met Thr Asn 

757 AAT CCA CCT ATC CCA GTA GGA GAA ATT TAT AAA AGA 792 
Asn Pro Pro lie Pro Val Gly Glu lie Tyr Lys Arg 

793 TGG ATA ATC CTG GGA TTA AAT AAA ATA GTA AGA ATG 828 
Trp He lie Leu Gly Leu Asn Lys He Val Arg Met 

829 TAT AGC CCT ACC AGC ATT CTG GAC ATA AGA CAA GGA 864 
Tyr Ser Pro Thr Ser lie Leu Asp ll e Arg Gln Gljr 

865 CCA AAA GAA CCT TTT AGA GAC TAT GTA GAC CGG TTC 900 
Pro Lys Glu Pro Phe Arg Asp Tyr Val Asp Arg Phe 

901 TAT AAA ACT CTA AGA GCC GAG CAA GCT TCA CAG GAG 936 
Tyr Lys Thr Leu Arg Ala Glu Gin Ala Ser Gin Glu 

937 GTA AAA AAT TGG ATG ACA GAA ACC TTG TTG GTC CAA 9 72 
Val Lys Asn Trp Met Thr Glu Thr Leu Leu Val Gin 
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1405 GCC CCA CCA GAA CAG AGC TTC AGG TCT GGG GTA GAG U40 
Ala Pro Pco Glu Glu Sec Phe Aeg Sec Gly Val Glu 

5 1441 ACA ACA ACT CCC CCT CAG AAG CAG GAG CCG ATA GAC 1476 
The The The P C0 Pco Gin Lys GU Glu Pco Ue Asp 

w 1477 AAG GAA CTG TAT CCT TTA ACT TCC CTC AGA TCA CTC 1512 
Lys Glu Leu Tyc Pco Leu The Sec Leu Arg Sec Leu 

973 AAT GCG AAC CCA GAT TGT AAG ACT ATT TTA AAA CCA 1008 
15 Asn Ala Asn Pco Asp Cys Lys The He Leu Lys Ala 

1009 TTG GGA CCA GCG GCT ACA CTA GAA GAA ATG ATG ACA 1044 

Leu Gly Pco Ala Ala The Leu Glu Glu Met Met The 

20 

1045 GCA TGT CAG GGA GTA GGA GGA CCC GGC CAT AAG GCA 1080 

Ala Cys Gin Gly Val Gly Pco Gly Gly His Lya Ala 

1081 AGA GTT TTG GCT GAA GCA ATG AGC CAA GTA ACA AAT 1116 
Arg Val Leu Ala Glu Ala Met Sec Gin Val The Asq 

30 1117 ACA GCT ACC ATA ATG ATG CAG AGA GGC AAT TTT AGG 1152 
The Ala The He Met Met Gin Aeg Gly Asn Phe Aeg 

3s 115 3 AAC CAA AGA AAG ATG GTT AAG TGT TTC AAT TGT GGC 118 8 
Asn Gin Aeg Lys Met Val Lys Cys Phe Asn Cys Gly 

118 9 AAA GAA GGG CAC ACA GCC AGA AAT TGC AGG GCC CCT 1224 
40 Lys Glu Gly His The Ala Aeg Asn Cys Aeg Ala Pco 

1225 AGG AAA AAG GGC TGT TGG AAA TGT GGA AAG GAA GGA 1260 



45 



Arg Lys Lys Gly Cys Tcp Lys Cys Gly Lys Glu 



Gly 



12 61 CAC CAA ATG AAA GAT TGT ACT GAG AGA CAG GCT AAT 129 6 
His Gin Met Lys Asp Cys The Glu Aeg Gin Ala Asn 

SO 

1297 TTT TTA GGG AAG ATC TGG CCT TCC TAG AAG GGA AGG 1332 
Phe Leu Gly Lys lie Tcp Pco Sec Tyc Lys Gly Aeg 

55 1333 CCA GGG AAT TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1368 
Pro Gly Asb Phe Leu Gin Sec Aeg Pco Glu Pco The 

so 1369 GCC CCA CCA TTT CTT CAG AGC AGA CCA GAG CCA ACA 1404 
Ala Pco Pco Phe Leu Gin Sec Aeg Pro Glu Pco The 

nrn^npT^° m ? re * °?" UleS eucar y° tes et de systtmes depression sent disponibles pour ('expression de 

65 levures Wen S w P ' US 'f^™" 1 6UX SOnt les s ^ mes de <™iferes. insectes et 

65 levures. b,en que I invention ne leur sort pas limitee. De maniere typique, ces systemes emploient une 
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molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour le gene interessant lie de maniere 
operatoire a un element de regulation, un marqueur de selection et, dans certains cas, des fonctlon3 de 
maintenance comme une orfgine de replication. Un element de regulation est une region ou un ensemble de 
regions d'ADN qui comprend les fonctions necessaires ou desirables pour la transcription et la traduction. De 
maniere typique, la region de regulation comprend un promoteur pour fixation de polymerase d'ARN et 
initiation de transcription. 

Parmi les cellules d'insectes qui peuvent etre utilisees dans I'lnvention il y a les cellules de Drosophiles et de 
Lepidopteres. Parmi les cellules de Drosophiles utiles il y a les cellules S1 , S2, S3 et KC-O et D. hydel . Voir, par 
exemple, Schneider et al., J. Embryol. Exp. Morph. 27 :353 (1972); Schulz et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA 
83:9428 (1986); Sinclair et al., Mol. Cell. Biol. 5 :3208 (1985). Les cellules de Drosophiles sont transferees par 
techniques standard, y compris la precipitation au phosphate de calcium, la fusion cellulalre, I'electroporation 
et la transfection virale. Les cellules sont cultivees suivant les procedures de culture cellulaire standard dans 
une variete de milieux nitritifs, y compris, p.ex., le milieu M3 qui consiste eh un ensemble d'acides amines 
essentiels et de sels equilibres. Voir Undqulst, PIS 58 :163 (1982). P , . > V; \. .-■ 

Parmi les promoteurs connus pour Stre utiles chez les Drosophiles, II y a les promoteurs de cellules de 
mammiferes aussi bien que les promoteurs de Drosophiles, ces derniers etant preferes. Comme exemples de 
promoteurs de Drosophiles utiles il y a le promoteur de metallothioneine de Drosophlle, le promoteur de la 
proteine de choc thermique 'heatshock' de 70 kilodaitons (HSP70) et le LTR COPIA. Voir, par exemple, Dl 
Nocera et al., Proc. Natl. Acad. Sd. USA 80 :7095 '1983); McGarry et al., Cell 42 :903 (1985). En pratique, une 
cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et uh element de regulation peut Stre clone 
dans un vecteur de clonage bacterien dans le but de propager I'ADN avant la transfection des cellules 

animates. - .. ■.: -,j> vvfCtv.v^^.'krirsR^f'^'t 1 ^; '>--!';•<*" •- ... 

Dans les agents preferes de cette invention, le precurseur gag de HIV est exprlme dans des cellules de 
Lepidopteres pour produire des particules gag Immunogeniques. Pour I'expression de la proteine precurseur 
gag dans des cellules de Lepidopteres, on prefers utiliser un systems d'expression Baculovirus. Dans un tel 
systems, une cassette d'expression comprenant la sequence codant pour gag et ('element de regulation est 
places dans un vecteur de clonage standard dans un but de propagation. Le vecteur recombinant est alors 
cotransfecte dans des cellules de Lepidopteres avec de I'ADN d'un type de Baculovirus sauvage. Les virus 
recombinants resultant de la recombinaison homologue sont alors selectionnes et purifies sur plaque en 
substance comme dealt par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 , Mai, 1987. . . 

Parmi les cellules de Lepidopteres utiles, il y a les cellules de Trichloplusia nl , Spodoptera Frugiperda, 
Heliothis zea , Autographica californica, Rachiplusia ou , Gallerla melonella, Mandlca Sexta ou autres cellules 
qui peuvent etre infectees par des Baculovirus, y compris le virus de polyhedrose nucleaire (VPN), les virus a 
nucleocapside unique (VNCU). Les Baculovirus preferes sont VPN ou VNCM parce qu'ils contiennent le 
promoteur du gene de polyhedrine qui est fortement exprlme dans les cellules Infectees. Particullerement 
exemplifie ci-apres est le virus VNCM de Autographica californica (AcVNCM). Cependant, d'autres virus 
VNCM et VNCU peuvent egalement Stre employes comme le virus du ver a sole, Bombyx morl . Les cellules de 
Lepidopteres sont co-transfectes avec de I'ADN comprenant la cassette d'expression de I'lnvention et avec 
I'ADN d'un Baculovirus Infectieux par techniques de transfection standard, comme expose plus haut Les 
cellules sont cultivees suivant les techniques de culture cellulaire standard dans un bon nombre de milieux 
nitritifs, y compris, par exemple, TC100 (Qibco Europe; Gardiner et al., J. Inverteb. Pathol. 25 :363 (1975) 
additionne de 10 <Vo de serum foetal de veau (SFV). Voir Miller et al., dans Setlow et al. ed.. Genetic 
Engineering : Principles and Methods , Volume 8, New York, Plenum, 1986, pages 277-298. 

La production dans les cellules d'insectes peut egalement 8tre effectuee par infection de larves d'insectes. 
Par exemple, le precurseur peut etre produit dans des chenilles de Trichoplusia nl en continuant a donner 
comme nourriture le Baculovirus recombinant avec des traces de Baculovirus de type sauvage et en extrayant 
ensuite le precurseur gag de I'hemolymphe apres environ 2 Jours. ...,.* 

Parmi les promoteurs utilisables dans les cellules de Lepidopteres II y a les promoteurs d'un genome de 
Baculovirus. Le promoteur du gene de la polyhedrine est prefers parce que la proteine polyhedrine est 
naturellement sur-exprimee par rapport aux autres proteines de Baculovirus. On prefers le promoteur du gene 
de polyhedrine du virus AcVNCM. Voir Summers et al.. TAES Bull. Nr 1555 , Mai 1987; Smith et af., 
EP-A-127839, Smith et al.. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82 :8404 (1985) et Cochran EP-A-228036. 

Pour I'expression dans des cellules de mammiferes, la cassette d'expression est, de la mime maniere, 
donee dans un vecteur de clonage et alors utilisee pour transferer les cellules de mammiferes. Le vecteur 
comprend, de preference, des fonctions ADN additionnelies pour la selection et/ou ('amplification, p.ex. une 
cassette de resistance a la neomycine pour selection G 418. D'autres fonctions, telles que pour 
("augmentation de la transcription peuvent egalement Stre employees. D'autres fonctions encore peuvent etre 
comprises dans le vecteur pour une stabilite de la maintenance episomale, si on le desire, telles que les 
fonctions de maintenance du virus du papillome bovin. Le vecteur cellulaire de mammifere peut egalement Stre 
un virus recombinant, comme un recombinant de la vaccine ou d'autre pox virus. Voir, p.ex., Paoletti et al., 
brevet 4- 603 112 des Etats-Unis d'Amerique; Paoletti et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S. 81 :193 (1984). 

Parmi les cellules de mammiferes qui sont utiles II y a les cellules de I'ovaire de hamster chinois (CHO), 
NIH3T3, COS-7, CVI, du myelome de la souris ou du rat, HAK, Vera, HeLa, les cellules diploTdes humaines, 
comme MRC-5 et WI38 ou les llgnees cellulaires du lymphone du poulet. La transfection et la culture cellulaire 
sont effectues par techniques standard. La production dans les cellules de mammiferes peut egalement etre 
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effectuee par expression dans des animaux transgenlques. Par example, le precurseur gag peut §tre exprlme 
en utilisant un promoteur de caseine et purifle a partir de lait. > »»; ^-ayr^cj • -, 

Parmi les promoteurs utiles dans les llgnees cellulaires de mammiferes ou les cellules primaires de 
mammiferes II y a les promoteurs de genes initiaux et tardifs, le promoteur de la metaJlothioneine, les LTR 
5 viraux comme le LTR du sarcome de Rous, le LTR du virus du sarcome de Moloney ou le LTR du virus de la 
tumeur mammaire de la souris (VTMS) ou le promoteur tardif principal de I'adenovirus et les promoteurs 
hybrides comme un virus hybrids BK et le promoteur tardif principal d'adenovirus. La region de regulation peut 
egalement comprendre des fonctions en aval, comme des fonctions pour I'adenylatfon ou d'autres fonctlons, 
comme des sequences pour amplifier la t«nscriptton...f^J^^x : 5^S^iSS,'i- ■■ •». - 

10 Parmi les levures qui peuvent etre employees dans la mise en pratique de (Invention II y a celles des genres 
Hansenula , Pichla , Kluveromyces , Schlzosaccharomyces, Candida et Saccharomyces . La levure hate preferee 
est le Saccharomyces cerevislae . Parmi les promoteurs utiles, il y a le promoteur Inducible de cuivre (CUPI), 
les promoteurs de genes glycolytiques, p.ex. TDH3, PGK et AOH, et les promoteurs PH05 et ARQ3. Voir, par 
exemple, Miyanohara et al., Proc. Natl. Acad. Scl, USA 80 :1 (1983), Mellor et al, Gene 24 :1 (1983); Hitzemann et 

15 al.. Science 219 :620 (1983); Cabezon et al, Proc. Natl. Acad. Scl. USA 81 .-6594 (1984). -r -J;tr.. • ? 

Dans le cas de partlcules de proteine precurseur gag produites suivant cette Invention, il est entendu que, 
bien qu'on prefere des partlcules comprenant le precurseur gag, on peut egalement preparer des partlcules 
contenant des derives du precurseur gag natif. Par exemple, un'ou plusleurs nucleotides ou acldes amines 
indiques dans la sequence ci-dessus peuvent eW supprimes," substttuesjou ajoutes sans affecter 

20 defavorablement de manlere sensible la reactWite Immunogenique crolsee avec mes 'epitopes gag 
authentiques. En d'autres termes, de tels derives peuvent etre Immunologiquement similaires a des partlcules 
gag authentiques. De tels derives, bien qu'ils puissent comprendre des acides amines provenant d'autres . 
regions, y compris des regions Immunogenlques du genome "de HIV, n'encodent pas d'autres fonctions de 
HIV, comme lafonctfon protease de la region pol ou lafonctJon transcriptase inverse: De plus, de tels derives 

25 retiennent la faculte de former des partlcules en culture de cellules d'lnsectes comme il est decrit ici. Dans ce 
cas, il est a la portee de I'homme du metier de preparer des partlcules gag qui comprennent des proteines 
hybrides ayant un ou plusleurs epitopes supplementaires aux epitopes gag. De tels epitopes supplementaires 
peuvent etre d'origine HIV ou derives d'autres organismes pathogenes, p.ex. virus de I'hepatJte B ou virus de 
I'herpes. ' ^^^^^frP*^?'?- i#^k/ft -^c^i * • *^ a't> -t/t,^; ; .a 1 . r 

30 La proteine precurseur gag est exprimee dans la forme llee a lamembrane (partlcules et amas de partlcules 
enrobees de membranes). Elle est isolee du milieu conditionne par techniques standard d'lsolement et 
purification des proteines. On peut ajouter des detergents afin de liberer la proteine du materiel mem branaire 
de la cellule. Apres traitement avec un detergent, p.ex. du Triton X100, un Tween ou du sulfate de dodecyl 
sodium (SDS), la proteine ou les particules peuvent §tre purfflees par une serie d'etapes d'ultrafiltration, 

35 etapes d'ultracentrifugation, precipitation selective avec," p.ex. du sulfate d'ammonium ou PEG, gradient de 
densite, centrifugation dans CsCI ou gradient de saccharose^et/ou stades chromatographiques comme 
chromatographic d'affinite, chromatographie d'lmmunoafflnite.^HPLC, HPLC en phase inverses, echange 
cationique ou anionique, chromatographie d'exclusion de dimension at focallsation isoelectrique preparative. 
Pendant ou apres purification, la proteine ou les particules peuvent Stre traitees p.ex. avec du formaldehyde, 

40 du glutaraldehyde ou du NAE pour augmenter la stability ou I'immunogenicfte. A la vue de la decouverte 
decrite ici que le precurseur gag peut former des particules Immunogenes en absence d'autres fonctions 
virales, on croit que, lorsque le precurseur gag est exprlme' at purifle sous forme non-partlculaire, il peut 
causer la formation de particules In vitro, comme il a ete montre que c'est le cas pour I'antJgene de surface de 
I'hepatite B apres expression dans la levure. Voir, p.ex.,' EP-A-1 35435. De teiles partlcules de proteine 

45 precurseur gag sont comprises dans la portee de cette invention.'. '•■■^a Jr .-^ ;?K' ■.■ . : 
La proteine precurseur gag de HIV et les particules produites suivant cette invention sont utiles comme 
agents de diagnostic pour la detection d'une exposition a HIV. La proteine et les particules sont egalement 
utiles dans des vaccins pour la prevention de I'infection ou pour I'inhibitJon ou la prevention d'une progression 
de la maladie. *" " r ' v *fi{5fe|^!j-i * ^ •. • 

50 Les exemples qui suivent sont illustratifs mats non limitatifs de I'lnventlon. Les enzymes de restric tion et 
autres agents ont ete utilises en substance en suivant les instructions des vendeurs. 1 

; jilr«ij.j£ji' d^i* . ^•^•"""•'*"^ f '. ■." 11.,:.- 

' ' '• r Exemples 9«»'$i\£?i$: *• wv.;. . • 

55 ■■' ■ •*'«• •. ^.'.^.^"t.^^^cJA-SflotfBrxc.. zsj-jzj: : , 

■ .-■ '. ••> ~ ««Tj^si>..i*io?i- srsj^fjissvi ci'j w.^ ; ,.«. 

Exemple 1. Construction du Vecteur 1 • .. • ,,,^£.5,3 x t ~ny : ~ K ■ .. 

pRIT12982 (DT 12-16) est un vecteur qui comprend une sequence de 1305 paires de bases (pb) codant pour 
la region N-terminale de la proteine precurseur gag. II a ete prepare par ligation d'un fragment Clal-Bglll de la 
60 region codant pour la proteine precurseur gag derivee d'un done genomique de HIV (Shaw et al. Science 
226:1165 (1984) avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence codante N-terminale de la proteine 
precurseur gag. L'oDgonueleotide a la sequence : * : - \ ; ^•.•5. £•:•-•••:.<.,.• : 

65 ........ • .. . . „ 
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5 ' C ATG GGT GCT AGA GCT TCC GTG TTG TCC GGT GGT GAA TTG GAT 3 1 
CCA CGA TCT CGA AGG CAC AAC AGG CCA CCA CTT AAC CTA GC 
Ncol Clal 

5 

pRIT12983 est un vecteur qui comprend une region de 250 pb qui code pour la portion C-terminale de la 
proteine precurseur gag. II a ete prepare par ligation d'un fragment Bglll-Maelll de la region codant pour le 
precurseur gag derivee d'un clone genomique de HIV avec un oligonucleotide synthetique ayant la sequence 
codante C-terminale de la proteine precurseur gag. (.'oligonucleotide a la sequence : 10 



STOP 

5' G RCA CAA TAA AGA TAG GAT CC 3' 
TT ATT TCT ATC CTA GGA GCT 
Maelll Xhol ~ 



15 



20 



Le fragment BamHI(Ncol)-Bg1 II de 1305 paires de bases (pb) a ete lie au fragment Bglll-TAA-BamHI-Xhol de 
250 pb provenant de pRIT 12983 dans pUC12 qui avait ete preaiablement coupe avec BamHI et Sail. Le 
plasmide resultant, identlfle comme pRIT13001 contlent par consequent I'entierete de la region codant pour la 
proteine precurseur gag sur une cassette BamHI(Ncol)-BamHI. 

Un vecteur d'expression de baculovfrus a ete prepare en inserant le fragment BamHI provenant de 25 
pRIT13001 au site BamHI de pAC373. Voir Smith et al., Proc. Natl. Acad. Scl. USA 82 :8404 (1985). pAC373 est 
un vecteur de transfert de Baculovirus contenant un gene de polyhedrine modifie dans lequel un gene 
Stranger peut etre clone a un site BamHI et exprfme sous le contrdle du fort promoteur de la polyhedrine. Voir 
Summers et al., Texas Agricultural Exp. Station Bulletin NR 1555 (Mai 1987). Un derive du plasmide pAC373 
ayant une petite deletion loin en amont du promoteur de la polyhedrine a egalement ete utilise comme vecteur 30 
d'expression. La legere modification ne s'est pas averee affecter in vitro I'expression ou le developpement du 
virus recombinant. L'insertion de la sequence codant pour gag dans le vecteur de Baculovirus a eu pour 
resultat le plasmide pRIT13003. . .•>; • . , '!. ^ > 

Un vecteur d'expression de cellule de mammifere a ete prepare par ligation du fragment BamHI de 
pRIT1 3001 en aval du promoteur tardif de SV40 dans pSV529 (Gheysen et al., J. Mol. Appl. Genet. 1 :3S4 (1 982). 35 
Ce vecteur est identifie comme pRIT13002. . . , 

Un vecteur d'expression de levure a ete prepare comme suit Un fragment Ncol-Bglll a ete Isole de 
pRIT12982 et Inser6 dans un plasmide de levure en aval du promoteur ARG3 (voir Cabezon et al., Proc. Natl. 
Acad. Sci. USA 81 :6594 (1984) pour donner nalssance au vecteur pRfT12984 (DT14-20). La portion C-terminale 
de la proteine precurseur gag a ete isolee de pRIT12983 sous forme d'un fragment Bglll-BamHI et a ete insere 40 
au site Bglll de pRIT12984 pour donner le vecteur de levure pRIT12985 (DT16-26). pRrT12985 comprend done 
une sequence codant pour I'entierete du precurseur gag, depourvue d'autres sequences de HIV, liee de 
maniere operatoire au promoteur ARG3. De plus, il comprend les fonctions de replication provenant du 
vecteur de 2 microns de la levure et le gene URA3 comme marqueur de selection. 

Exemple 2. Expression dans les cellules d'insectes. / - i 'V."....' . . .. 

Des Baculovirus recombinants transfectes avec pRIT13003 ont ete prepares en substance comme decrit 
par Summers et al., TAES Bull. NR 1555 , Mai 1987, cite plus haut . 

Des cellules de Spodoptera fruglperda (s.f.) ont ete co-transfectees avec respectivement 1 u.g de 
Baculovirus AC VNCM de type sauvage (ts). et 50 ug de plasmide pRIT13003. Les particules de virus so 
resultantes ont ete obtenues en recueillant les surnageants. Les milieux contenant les virus ont ete utilises 
pour infecter des cellules de S.f. dans un test sur plaque. Une infection subsequente de cellules de S.f. en 
utilisant les particules virales qui comprennent a la fols de I'AON de AcNPV et de I'AON recombine avec I'AON 
encodant la proteine precurseur gag p55 a donne des cellules exprimant la proteine gag p55 au lieu de la 
proteine polyhedrine. 1 ... .1 . 55 

Les "plaques claires* (frequence 0,1 - 0,01 <Vb) obtenues dans I'essai sur plaque ont ensufte ete criblees par 
hybridation sur ffltre avec une sonde specifique pour gag. Les plaques qui s'hybridaient a la sonde gag ont ete 
enregistrees et ensuite purifiees (sur plaque) (2-3 fois) avant de generer un stock de virus; le stock de virus a 
alors its teste par ELISA. Des cellules de S.f. ont alors ete infectees avec ces stocks de virus contenant du 
gag recombinant a un facteur de multiplicity d'infection (FMI) de 1-10 et, apres 24 hres, 48hres, 3 jours et 5 60 
jours, des aliquo tes de milieu conditionna (surnageant) et/ou de cellules ont ete traitees avec du Triton X100 
jusqu'a concentration finale de 1 % et testees. 

La proteine precurseur gag synthetisee dans les cellules d'lnsecte Infectees a ete observee dans des 
"Western blots" en utilisant des anticorps polyclonaux p55 ou de I'antlserum provenant d'un pool de patients 
SIDA (Zaire). Une bande predominante a un poids moleculaire (PM) de 54 kilodaltons (kd) a ete observee avec 65 
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tous les sera testes et avec les antisera polyclonaux de p55. Una bande a uri PM de 54 kd a egalement eta 
detectfce en testant du milieu conditionne apres 48 heures, 3 Jours et 5 Jours. Des bandes a un PM de 49 kd et 
a un PM de 47 kd (mineure) et une bande a un PM de 30 kd ont pu egalement etre detectee lors de I'analyse 
des extraits cellulaires. Cette demiere bande avec un PM de 30 kd n'est detectee qu'avec les antlcorps 
5 polyclonaux de p55 et pas avec le serum de personnes Infectees par le SIDA. II a ete observe que au moins 10 
fois plus d"epitopes p55* etaient exprimes dans les cellules de S.f. que dans des cellules Molt infectees avec 
HIV (Molt/HTLV-lll) et environ 80 fois plus d"epitopes' p55 etaierrt presehtsdans le milieu conditionne de 
cellules de S.f. Infectees avec un virus a gag recombinant que* dans le milieu "conditionne de cellules 
Molt/HTLV-lll. ■ .. .„ .-.//. ^- ^Vv'-^ '-^I'r^^nf? - ^-v'V„. : .r ■ .. 

10 Dans ("experimentation d'un second essai, I'ultracentrifugation (100.000 x g,1 hre) des milieux condltJonnes 
(2 ml a 200 ml) de 48 heures, 3 jours et 5 jours a fournl un petit culot qui a ete analyse sur gels de SDS et qui a 
egalement ete analyse par Immuno-transfert. Une bande a un PM de 55 kd a 6t6 reconnue avec des anticorps 
specifiques contre p17, p24 et p55. On n'a pu detecter que de tres faibles quantites de produit degrade a un 
PM 49-56. Sur gels teintes de Coomassle, on a pu voir une bande a 55 kd qui etalt pure a 20-80 %. Cette bande 

IS correspondait a cells observes sur Plmmunoblot* et etait reconnue par des anticorps ant! polypeptides p17, 
p24etp55. • ,0f*t pK^^Vh ■ .:'.S?-7 Tri\- ' ■. 

Dans I'experimentatJon d'un troisieme essai, la centrifugation ( 1ml) des milieux condrtionnes de 48 
heures, 3 jours et 5 Jours, dans une microfuge 4 12000 tpm pendant 5 a 20 minutes, a produit une bande sur 
gels de SDS a un PM de 55 kd qui etait caracteristlque pour le precurseur gag p55 de HIV comme revele par 

20 des anticorps contre !es polypeptides p17, p24 et p55 par comparalson avec la bande a 55 kd du lysat cellulaire 
de HIV (Molt/HTLV-lll). " . J " '■ .; ?V- % 1$*&f&!^^ 

Dans ('experimentation d'un quatrieme essai, des milieux cbndftionn&s 'de 3 Jours et de 5 Jours (150 ml a 1 
litre, contenant 1 ug/ml d'aprotlnine qui avait et6 ajoutee 24 heures apres infection et egalement au moment 
de la recolte) ont et6 traites d'abord par addition de Tween 20 jusqu'a une concentration finale de 0,01 <Vb. On y 

25 a alors ajoute une solution de polyethylene glycol, PM 6 kd."(PEG6000) (40 <Vb p/v dans NaCI 2M) Jusqu'a 
concentration finale de10 P/b ou 5 Wo. Apres 4 heures a 0° C, de preference, apres line nuit a 4° C, ce precfpite 
a ete centrifuge a 5000 tpm pendant 10 minutes a 4° C. Las granules de PEG ont alors ete reprls dans 200 uJ 
jusqu'a 1 ml de tampon HBS (Hanks balance en sels, Flow Laboratdries. ^ltK^) contenant 0,1 <Vo de Tween 
20 et centrifuges en gradient de saccharose (20 <Vb - 60 <W> dans' du tampon HBS, 0,1 0* de Tween 20 44° C 

30 contenant 10 pi d'aprotinine, Sigma Chemical Co., St. Louisi Missouri, USA) pendant environ 35minutes a. 
50.000 tpm dans un rotor Beckman TLA100 (Beckman 'instruments, Fullerton.'Californla, USA) a 4° C ou 
pendant 18 heures environ 4 25000 tpm dans un rotbV"BecioTiaifSW41 a 4° C. On a recuellll des frac tions de, 
respectivement, 0,2 a 0,5 ml de la zone d'environ 40 50 <Vb de saccharose; ces fractions ont ete congelees a 
-20° C et testees soit avec une prise d'antigene speclfiqu'e' pourtest EUSA comma de I'antiserum biotJnyle 

35 -24/lg SIDA ou antiserum SIDA/lg de noyau de POD (HIV-VantJcore EIA, Abbott Laboratories). Un pic OD 
EUSA a ete detects, montrant que, sur gradients de saccharose, la prottlne gag p55 migrait sous forme de 
particules ou de "structures agglomerees". Les fraction 'des pics et les fractions vdisines ont ete 
immunotransferees et rev6l6es avec des anticorps p17, p24 ou'p55. Une bande prlncipale a PM de 55 kd dans . 
les gels SDS-reducteurs a ete detectee, correspondaht a la"prot6ine pnlcurseur gag p55 par comparalson 

40 avec un extrait de cellules MoIt.HILV-lll pr6parees, eh substance,' comme decrit plus taut ?«. gr - 
oans l'exp6rimentation d'un cinquleme essai, un precipite bbtenu avec 5 Vo de PEG6000 a et6 prepare, en 
substance, comme decrit pour I'experlmentatlon d'un quatrieme essai au depart de 150 ml d'une culture de 
S.f. qui avait ete co-infectee avec le Baculovlrus recombinant contenant le precurseur gag et avec un 
Baculovirus qui exprimait la proteine de manteau de HIV a un FMI de 3 a 5. Les granule de PEG6000 ont ete 

45 repris dans 200 uJ de tampon HBS contenant 0,1 <Vb de Tween 20. Apres centrifugation a 15000 x g pendant 1 
min., le surnageant a 6te melange a 1 1 ,5 ml d'une solution de CsQ 1 ,5 M (0,3 volume de tampon HBS, 10mM de , 
Tris-HCI (pH 8,0). de t6traacetate d'ethylenediamine (EDTA) VmM, de Tween 20 a 0,1 Vo et 10 ug/ml 
d'aprotinine. Cette suspension a ete centrifugee dans un rotor Beckman 50TI pendant environ 72 hres 444.000 
tpm a 18°. Des fractions de 300 uJ chacune ont et6 recuelllles," congelees a -20° C testees avec une prise 

so d'antigene specifique pour test EUSA (HIV antl core EIA). Des bandes a des densites d'environ 1^8 et 1^0 
g/cm 3 ont et6 notees, la particule ressemblant au *core" ayant apparemment une densite de 1^8 g/cm 3 . 

La microscopie electronique a confirme la presence de particules ressemblant au •pre-core'" (et core) dans 
le milieu conditionne. La microscopie 6lectronique 4 balayage a'rev6le des particules qui, apparemment, 
bourgeonnaient 4 la surface des cellules. La microscopie electronique par transmission immuno-or a revel6 

55 des particules qui etaient reconnues par les anticorps p24 et p55. De mSme, les epitopes p17, p24 et p55 
6taient reconnues par marquage •Immuno-br" apres un court traltemeht de particules purifiees avec du Triton 
X100, dans des preparations pour microscopie electronique. Les particules etaient approxlmativement 
spheriques avec un diametre d'environ 100 - 150 nm. Les particules manifestent des centres transparents aux 
electrons entoures d'un anneau opaque et une membrane exterieure et paraissent avoir la majorite des 

60 epitopes p17, p24 et pS5 4 la surface Interne des parttculeSv ott ««-.••-.* 

C'est pourquoi cet exemple d6montre I'expression de p55 et la formation par bourgeonnement de 
particules ressemblant au "pre-core" (et ressemblant au "core") de HIV comprenant la proteine precurseur 
gag du virus de I'immunite deficitaire. Les particules comprennent de mani4re preponderante (plus de 90% du 
contenu prot6inique total) I'entleretS de la proteine precurseur gag et sont formees en absence de sequences 

65 d'ADN d'origine virale autres que la sequence du precurseur gag et, des lors, en absence d'autres fonctions 



10 



EP 0345242 A2 

virales comme la protease et la transcriptase Inverse du retrovirus. ^ A , ■ ; ^ .. 

Pour demontrer que la proteins precurseur gag de HIV produite dans des cellules de S.f. est efficacement 
myristylee. 3 x 10 8 cellules dans un flacon F de 25 cm 2 ont ete marquees a 48 heures post Infection avec 500 
uCi d'acide myristlque NET-830 (Dupont, Wilmington, Delaware, USA) pendant 18 heures apres avoir ete 
infectees avec des baculovirus contenant gag p55. &.un facteur de multiplicity d'lnfection (FMI) de 5. 
Subsequemment, le milieu conditionne et les cellules bht ete traites separement pour effectuer un "Western 
blot" et une radioautographie sur gel de SOS. Le milieu conditionne montrait une bande principals a 55 kd qui a 
egalement ete reconnue comme precurseur gag dans (es 'western blots" comma I'ont revile des anticorps 
contra p17, p24 et p55. Deux autres bandes marquees moins importantes ont ete detectees a des PM de 
49-46-47 kd et ont ete reconnues speciflquement pair le rndme groupe d'antJcbrps (p17, p24, p55) dans le 
'western blot'. Des lysats cellulaires prepares dans du Triton X100 a 1 <W> et congeles a -20° C ont montre 
respectivement par radioautographie du gel de Laemli a 12,5 Wo et .^western blot" une bande a 55 kd (et une 
bande mineure a 58 kd qui, apparemment. correspondaita uri charigement du phase de traduction, comme 
decrit pour le genome gag du virus retroviral HlV-l^et des bandes plus marques Ides PM 49-47-46 et des 
produits de degradation a des PM de 30-27 kd et ces derriieres bandes *n'6taJent pas radioactfves (ne 
contenant pas d'acide myristlque). '^^^^^^^^^^ 

Example 3. Expression dans les cellules de nwunmjtieres 11^^^^ 

Le plasmide pRIT13002 a ete introduit, pour la technique de cp-precipititiorV ^ 
(Wlgler et al., Cell 16 :777 (1979), dans des ceflules <Coi(etjCyi^4t8 J^rM^'liojires'spres Infection, les 
cellules et le milieu de culture ont ete testes en utilisant un EUSA specfflque pour ^expression de I'antigene 
gag. Des extraits cellulaires (10 s cellules) ont ete ajustes a une concentration de 1 <Vo en Tri ton X100 ou 0,5 <Vb 
DOC-NP40. L'antigene p55 a ete detects par EUSA, Impliquant des anticorps pojycionaux et monoclonaux 
contre p17, p24 ou p55 ou en utilisant le test RIA de Dupont (NEK-040) impliquant une competition avec le 
peptide p24 purtfie. Les niveaux d'expression obtenus etalent"entre 4 et 10 ng/ml comme le montre le test RIA 
de Dupont de p*>. ^ ,-J r^. S -.M^^.-SSife^fa f , ; ; j^v^ 

Exemple 4. Expression dans des cellules de levure A-?' .V c ."J. 

Le plasmide pRIT12985 a ete introduit dans la souche 0227^6b (ura3-.durO||/oc1~) de S. cerevlslae . Les '-' 
antigenes pS5 ont ete detectes dans des extraits i de jgvure (cellules' en phase' log-moyenne, brisees eh *" 
utilisant des billes de verre ou de la zymofyase. Le precurseur gagp55 aetjS d6tect6 eri utilisant les tests EUSA * 
impliquant des anticorps polyclonaux et monoclonaux contre le peptide p24 pu en utilisant le test radlolmmun '* ' 
(RIA) de Dupont Impliquant une competition aWpiie pe^ 

La proteine p55 synthetisee dans S. cerevlsiae a et§ pbservee^dans^des "Western blots" en utilisant des 
anticorps monoclonaux specifiques pour p17 ou p24 et elle ayait un pplds moleculalre simiiaire a celui de 
I'antigene p55 obtenu de cellules infectees par HlV^^i^^^^ .•_ 

Lorsque des extraits cellulaires ont et6 obtenus eh absence.de detergents, 'une fraction Importarite de r 
i'antigene etait retenu dans le cutot apres centrifugation. Cette fraction d'antigene a ete largement recuperee ' r 
en utilisant du Triton X100. L'utilisation de detergents pendant ou apres extraction augmentait I'antigenlcite c 
comme I'ont montre les RIA. Par marquage avec de I'acide myristlque trftJe', le precurseur gag prodult dans la 
levure s'est revete myristyle et, apparemment, II 6tait assocWavecJa membrane plasmatique de la cellule, 
comme le montre ('observation de coupes de leyures i au le jnjcrbscdpe electrp'nique'(immuno-or). . !' 

Les Exemples d-dessus demontrent I'expression de~la7protelnp precurseur gag clans' une culture de 
cellules eucaryotes et la formation de particules ressemblant au 'pre-core* du virus de I'immunite deflcltaire a 
la surface des cellules de Lepldopteres en utilisant un systems d'expression Baculovirus. La proteine et/ou les 
particules ainsi preparees et purifiees et mises en formulation de vaccin pour administration parenterals k des 
humains en danger d'expositlon a HIV, en vue de proteger les vaccines de rapparition de symptdmes de 
maladie associee a une infection par HIV. Chaque dose de yjaccln comprend une quantity de proteine ou de 
particules qui est sans danger, cad qui ne cause pas d'effets secondaires slgnfficatifs jnals qui est efficace 
pour I'induction d'une reponse Immunitaire. Par exemple,* chaque dose comprend de 1 a 1000 u.g, de 
preference 10 a 500 fig. de proteine precurseur gag ou de particules dans un support pharmaceutiquement \ 
acceptable, p.ex. une solution aqueuse tamponnee a un pH d'envirori 5 a 9, de preference de pH 6 a 8. Le 
vaccin peut egalement comprendre un adjuvant, p.ex. de I'hydroxyde d'aluminium, un muramyl dipeptide ou 
une saponine comme le Quil A. Parmi les tampons utiles, il y a les tampons derives de cations sodium ou 
ammonium et les anions acetate, citrate, phosphate ou glutamate! Pour ajuster I'isotonicite ou pour stabiliser ' 
la formulation, on peut utiliser d'autres supports ou diluants pharmaceutiquement acceptables, p.ex. du 
chlorure de sodium, du glucose, du mannitol, de I'albumine ou du polyethylene grycpl. Le vaccin peut etre " 
lyophllise pour la commodite du stockage et de la manipulation. Un tel vaccin est reconstltue avant 
administration. Alternatlvement, la proteine gag ou la partjcule peut dtre forrnulSe en liposomes ou en ISCOMS 
par techniques connues. Une dose de vaccin exemplatJve comprend 100 ug de particules gag adsorbees sur . 
hydroxyde d'aluminium dans de I'eau tamponnee a pH 7 avec de I'acetate de sodium. , . . . 

Dans une forme alternative de I'lnvention, la proteine ou partlcule gag est melangee a un ou plusieurs autres 
antigenes par co-expression dans la meme culture cellulalre ou par co-formulation. De tels autres antigenes 
peuvent etre d'autres antigenes de HIV, p.ex. des antigenes derives de la proteine d'enveloppe, gp160 ou 
gp120 ou peuvent dtre des antigenes derives d'un ou plusieurs autres organismes, cellules ou virus 
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pathogenes, comma I'antigene de surface de I'hepatfte B, pour conferer una protection contra le virus de 
('hepatite B ou des antigenes derives de la glycoproteine du virus de I'Herpes pour conferer una protection 
contra le virus de I'Herpes. ~ . '.."7 ' ' J . ? c \' ^ '"^Iw 

De preference, le vaccin est administre par vole parenterals, p.ex. intramusculaire (Im) ou souscutanee (sc) '£% 
5 bien que d'autres voles d'administration puissent §tre utiles pour eliciter une reponse protective. Le vaccin est 

administre en dose unique ou doses multiples, p.ex. 2 a 4. Llmmunoprotection peut etre constatee en testant ? 
les taux d'anticorps seriques anti-gag. Ensuite, les vaccines peuvent etre vaccines suivant la necessite, p.ex. ~' 1 
annuellement. ,■ ... , . .,. . : t .._ r<r .r..^_"-/* ? '.;„; ^-yfit^^M-X^^^ 

Comme reactif de diagnostic, la proteine ou les particules gag peuvent Mrs utiflsees dans' tout test de 
10 diagnostic standard, comme un EUSA ou RIA, pour detecter la presence d'anticorps anti-HIV dans des ' ^ 
echantillons cliniques. tin tel diagnostic peut etre utilise conjointement avec d'autres antlgenes~de HIV pour 
contrQIer la progression de la maladie. L'utilisation de la proteine ou parHcule gag comme agent de diagnostic 
impllquera generalement la mise en contact d'un echantillon de serum humain ou d'un animal "ou d'un autre 
fluids du corps avec la proteine ou la particule, de preference llee ou autrement fixee ou englobee et ensuite le 
15 test de fixation d'anticorps anti-gag du serum ou autre echantillon contra la proteine ou les particules gag. tin ''b^jT 
tel test peut Mre realise par techniques standard, y compris en quantifiant la fixation d'anticorps anti-gag 
marques subsequemment ajoutes. _. r , , ' • .-V- : '-' ~,X. 

La description et les exemples ci-dessus decrivent complMement I'inventlon et ses formespreferees de %£,ti r 
.. realisation. [.'invention n'est cependant pas Ilmitee aux formes de realisation speciflquement decrites ici mats, 
20 plutdt, comme toutes ses ameliorations, variations at modifications qui tombent dans' la pbft6e des %?!$$'/' 
revendicatlons qui suivent. *v» > '^t v '~ ^i-^ : 'u?A:<#irs*b '&^#'f6&^$ : 

Exempje'&'oorwSiicaon'M Expression d'un Gene 'PrS5 gag mute - •• • ^->&b • -. i 

. Afin d'examiner le rdle potential de la N-myristylation dans I'assemblage et la formation de particules GAG .'?o r '; 

25 extraceilulaires, on a construit un mutant presentant une deletion du codon glycine (position 2). Dans ce but, 
on a substitue un linker oligonucleotidique syn3 synthetique au fragment BamHI-Clal dans pRIT1 2982 (voir 
Exemple 1). Syn3 encode les acides amines N-terminaux d'origine de la proteine GAG sauf en ce qui conceme 
le second codon glycine qui est supprime. Cette cassette d'expression du mutant PrfjS' 38 a et6 squs^lonee j • . 
..au site BamHI du vecteur d'expression baculo pAcYMI et on a obtenu des plaques recombinantes qui ont Me rr - 

30 selectidnnees esse'ntiellement comme decrit dans I'Exemple 1. Le virus recombinant AcGag 31 : 18 qui jiSns'- 
contient la mutation (deletion du codon glycine) du gene gag a ete utilise pour infecter des cellules S.f. La '*i|u ■ 
proteine precurseur GAG a Me synthetisee de maniere efficace (test EUSA). Un marquage metabolique avec i^if 
de I'acide 3 H-rnyristique, essentiellement comme decrit dans I'Exemple 2 n'a revele aucune incorporation, ce 
qui confirme que la suppression de la glycine N-termlnale est suffisante pour abroger la myristytatlon de la 

35 proteine precurseur GAG. L'analyse des ext raits cellulaires par Western blot (voir Exemple 1) a montre une 3<;r,B 
bande predominate de 55 kd et des produits de degradation de polds moleculaires Inferieurs. Les especes 'f;'t'l ■ 
proteiques revelees par Western blot sont les memos que dans le cas de la proteine PrSS 8 " 0 de type sauvage ;j 
exprimee dans les cellules S.f. Cependant, Jusqu'au jour 2 post-Infection, la proteine mut6e (deletion de la ■'■ ••' 
glycine) n'a pu etre detectee dans le milieu de culture, par precipitation au PEG ou par ultracentrifugatJon, !>^v ; 

40 contrairement a ce qui avait 6t6 observe avec Pr55 B,B myristylee. La proteine PrSS 8 " 9 mutee a done Me f-<i>?' 
detectee seulement dans les cellules infectees. Le processus de myristylatlon semble done requis pour la .•yi/,. 
liberation extracellulaire du produit PrSS"^. La mlcroscopie electronique par balayage a revele que la surface r.ao 
de la cellule etait assez lisse et ne montrait pas de particules. La microscople electronique par transmission,' 
sur coupes minces immunodecorees des cellules infectees avec du virus recombinant Ac gag 31-18 (Myr) ;;;:<:,-;) 

45 (24, 48 et 66 heures p.i.) a reveI6 que la proteine GAG nonmyrlstylee etait exprimee de maniere efficace, qu'elle yt \-:> 
se dispersait dans le cytoplasme et dans le noyau. Des particules Intracellulars ou structures particulaJres _^ v j 
morphologiquement differentes des particules extraceilulaires obtenues avec le recombinant gag myristyle . r <- ; ^; 
(AcGag7) ont Me observees. Elles montrent une double structure annulaire opaque aux electrons et ne ^k^i, 
contiennent pas de double couche lipidique derivee de la membrane cellulaire. A la membrane cellulaire on n'a 

50 pas observe de proteine GAG et on n'a observe aucune structure bourgeonnante. rfe^»»i!«tt'i,^4..' 
Ces resultats demontrent que la myristylatlon des precurseurs GAG semble requise pour leur localisation a . v ; 
la membrane plasmatique, pour le bourgeonnement et pour la liberation de particules extraceilulaires. La. 
myristylation ne paraTt cependant pas requise pour I'assemblage multimerlque en particules PrSS 8 * 9 . 
L'accumulatioh de PrSS 9 * 9 non-myristyle dans le noyau (et les nucleoles) est un phenomene assez surprenant . 

55 Dans plusieurs proteines on a Identifie des sequence's signal specifiques (signaux karyophiliques). Dans la 

sequence des acides amines GAG on a trouve deux sequences putatives de ce genre. Une sequence .-.;■], ) : 
karyophilique (celle qui est la plus N-termlnale) est fortement conserves entre HIV-1, HIV-2 et SIV. Ces ,Si\ : . 
sequences pourraient Stre des signaux karyophiliques fonctionnels ou accessibles seulement en absence -^.ri 
d'acide myristique. ; V V" . - 7 '■ •. .;~ l "~z^^?V^,3^ : 0^iW 

60 La migration nucleaire des produits GAG non-myristyies pourrait jouer un rdle dans la morphogenese, p.ex. . - ,. 
pour I'encapsidation de I'ARN genomique. Une fonction dans I'infection naturelle par HFV est egalement 
envisageable. II faudrait pour cela que les virions infectieux contiennent au moins une molecule GAG non ■;; 
myristilee. II se pourrait egalement que lorsque le virion infecte une cellule, et qu'il ait ete debarrasse de son 
manteau, il y ait demyristylation et transport vers le noyau de complexes GAG-RNA/DNA (pour formation du ; 

65 provirus integre dans les chromosomes). ." *Tj; ; ". ■:■■> •X^ 
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Exemple 6. Construction et expression d'une proline precurseur Pr55°* 8 tronquee 
Pour examiner le rflle de p16 (C-terminus) de la proteine precurseur GAG et HIV on constrult un gene 

tronque qui encode seulement la parte precurseur p17-p24 de GAG. 
Le fragment BamHl-Cfrl de GAG de pRIT13003 a ete purifie et lie a la sequence oligonucleotidique 5 

synthetique 

5 ' GGC CAT AAG GCA AGA GTT TTA GTT AGT TAG 3 ' 

3 , TA TTC CQT TCT CAA CAA TCA ATC G g) 1Q 



Le fragment resultant a ete purifie sur gel et clone au site BamHI de pAcYMI. Cette sequence linker contient 
I'acide amine C-terminal de la p24 (BH10; aa 363 Ratner et al.) et deux acides amines supplementaires {valine 
et serine). Le plasmide recombinant pAc Cfr I (p17-p24) a ete utilise pour co-transfecter des cellule's S.f. avec 15 
de I'AON wt de AcMNPV. essentiellement comme decrit plus haut (voir Exemple 1). Les plaques 
recombinantes ont ete criblees comme decrit dans I'Exemple 1. 

Un virus Ac Cfr! recombinant a ete utilise pour infecter des cellules S.f. Un polypeptide GAG tronque a ete 
detecte au poids moleculaire attendu de 41 Kd : il reagissait (Western blot) avec les monoclonaux p17 et 24. Le 
produit p17-24 etait, de maniere predominante, exprime a llnterieur des cellules mais on a pu detecter une 20 
petite quantite de produit p17-24 extracellulaire lors de I'anaJyse du milieu conditionne. Une precipitation au 
PEG et une ultracentrifugation du milieu de culture des cellules infectees par AcCfri n'a pas permis de 
detecter de proteine p17-24. L'analyse au microscope electronique n'a montre aucune evidence de 
bourgeonnement ou de particules GAG extracellulaires. De grandes protuberances de 1-4 urn de longueur en 
forme de structures tubulaires connectees longitudinalement a la surface de la membrane cellulalre ont pu 25 
etre detectees au debut de I'infection. Un marquage immuno-or a montre que la proteine GAG (p17-24) 
tronquee etait localisee a la membrane cellulaire et a la peripheric de ces extensions tubulaires mais on n'a pas 
pu detecter de structures "annulaires" opaques aux electrons, typiques de la particule Pr55»«o. Ces resultats 
suggerent qu'au moins une partie du polypeptide p16 est necessaire pour I'assemblage correct de la particule. 

Le motif 'Zn flnger(?)" est peut-etre essentiel pour I'assemblage correct de molecules PrSS 9 * 9 en particules 30 
bourgeonnantes. Un mutant de la cassette Cfrl (p17-p24 non myrystyle) comportant une deletion du codon 
glycine (position 2) a ete construit en echangeant le fragment EcoRV-Pstl de 669 pb de la cassette codant 
pour Pi-55 9 * 9 non-myristyle (de pAcGag 31-38) avec le long fragment EcoRV-PstJ de ± 9400 pb de pAc Cfrl. - 

La proteine p17p24 non myristylee est efflcacement produite mais ne donne pas lieu a la formation de 
protuberances membranaires. L'Immunodecoration des coupes de cellules montre qu'elle est disseminee a 35 
Hnterieur de celles-ci. .t. '~*r.-tXi~r.-~~.,\%'.. " \- '•' '- 

Exemple 7. Construction et expression d'un gene gagpol et maturation des polypeptides produits 

Pour exprimer les produits GAG-POL, on a introduit la plus grande partie (± 80 %) du gene pol dans le 
vecteur de transfert de baculovirus portant la cassette d'expression de PrSS 8 " 0 (pRIT13003). Le fragment 40 
d'ADN portant le gene pol est un fragment de restriction (clone BH10) de Bglll (2093)-EcoRI (4681). Un 
fragment d'ADN synthetique (poly-stop) ; ^' " • 



5' AAT TCC TAA CTA ACT AAG 3 



3'GGA TTG AT TGA TTC CTA G 5 • " l " 



45 



a ete ajoute au site EcoRI. T . . 

Le plasmide de transfert de baculovirus resultant, LE-8-4, a ete employe dans une experience de 
cotransfection pour generer des plaques recombinantes, essentiellement comme decrit dans I'Exemple 1. 50 

Avec cette construction recombinante, on s'attend a la production de pr55*** aussi bien que du produit 
GAG-POL resultant du changement de phase de lecture HIV specifique, lesquels seront ensuite matures par la 
protease (voir Kramer et al., 1985). , - 

Dans le milieu de culture des cellules S.f. infectees par un tel virus recombinant vAcGag8-5 on n'a detect6 
aucun produit gag ou gag-pol lorsque le milieu conditionne a ete analyse par Western blot ou apres 55 
precipitation au PEG. r ' 

Cependant, les extratts celluiaires montraient une forte bande double a 24 Kd et une bande a 17 Kd qui 
reagissait avec des anticorps monoclonaux de p24 et p17 (Western blot). De tres petites quantites de la bande 
de precurseur Pr55 91fl et des bandes intermediaires de 41 kd (46 kd) ont egalement pu etre detectees 
(Western blot). Ceci indique que la protease portee par la proteine de fusion GAG-POL est active et que le 60 
changement de phase de traduction HIV-specifique est fonctionnel dans les cellules S.f. Les polypeptides p17 
et 24 et des intermediaires (41 kd, 46-49 kd, 55 kd) ont ete detectes. Le grand precurseur GAG-POL n'a pas 
ete detecte avec nos anticorps p55 ou p17, p24 (il est probablement tres peu abondant). 

La microscopie electronique a montre, a de rares occasions, quelques particules bourgeonnant au niveau 
de la membrane cellulaire. Ces particules paraissaient etre morphologlquement similaires aux particules 65 
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PrSS 9 " 9 decrites plus haut. Oes experiences de co-irrfection avec des virus recombinants portant 
respectivement les genes gag et gag-pol n'ont pas amend la detection de partlcules a structure de noyau 
(p24) plus condensee, typlque de la particule retrovlrale (de HIV) mature. ;.\' \~ " 

Example 8. Construction et expression du gene de PrST^gag de SIV dans les cellules S.f. 

Le gene gag du virus de I'immunite deficitaire de singe (SIV) a ete sous-clone de srVnw>-BK28 (recu de J. 
Mullins). Un fragment Kpnl de 3504 pb du genome de pBK28 (nucleotides 1212 a 4716) a ete sous-clone dans 
pUC8. Deux fragments internes du gene gag, le fragment 5' FnuDII (1201) - Pst (1959) et le fragment 3' Pstl 
(1959) - Hphl (2803) ont ete purifies et les linkers oligonucleotldiques linker 1 * n ■ , 

GAT CC ACC ATG GGC et linker 3 

G TGG TAC CCG ■ . ; ; : y- - 

TGCTGCACCTCAATTCTCTCTTTGGAGGAGACCAGTAGAGATCTGGTAC j 

AACGACGTGGAGTTAAGAGAGAAACCTCCTCTGGTCATCTCTAGAC v^^^> - .. v 
ont ete lies a des fragments gag adequats pour reconstituer l.'entJerete du gene precurseur gag. Dans une 
experimentation separee. un linker , it ',, - t '*; 'vi'^Z^H^v^^^C^^'^' '"\ " " 

20 2 GATCC ACC ATG GCC : . ^1/ U:> 

G TGG TAC CGG ■ 'r '•-•'-^ i$ syiiB^^^^i^j^SHPJKi,,; .i- 

a ete utilise pour introduce une mutation dans le second codon GGC (Gly) i-* GCC (Ala). Les differentes 
25 constructions ont ete donees dans des vecteurs et vertfiees par sequencage. Le fragment 5' terminal 
(BamHI-Pstl) et le fragment 3' (Pstl-Bglll) ont ete Isoles et clones dans le vecteur de 'transfert de baculovirus 
PACYMI digere avec BamHI et traite a la phosphatase alcaline. Le plasmide pAC gag Myr* contient le gene de 
gag SIV natif et le pAC gag Myr contient le gene mute (Gly-* Ala). Des cellules S.f; ont ete transfectees avec 
un melange d'ADN viral de AC MNPV (1 \ig) et des plasmides de transfert recombinants respectifs (50 ug), 
30 essentiellement comme decrit dans I'Exemple 1 . Les plaques recombinantes ont ete criblees et selectionnees 
comme decrit dans I'Exemple 1. ' .. '.V:- T^l!^^^^^'^^^ w " ' . 

Le polypeptide precurseur gag PrST 9 ^ de SIV a ete syrithetise awe succ&s dans des cellules d'insecte 
infectees (observe par Western blot) en utilisant de I'antlserom de lapln contre SIV (virus SIV-BK28 purtfie avec 
un gradient de metrizamide) ou un monoclonal dlrige contre I'extremite COOH du polypeptide p24 de HIV, 
35 lequel s'avere egalement reconnaitre la proteine de core de SIV);^*^^^.'?^^^;^*, - - ;•; • 

Dans une seconde experience, il a ete demontre que la proteine Pr 5S 9 * 0 de SIV produite dans des cellules 
S.f. etait efficacement myristylee, par analyse sur SDS-PAGE et par radloautographie. Par contre, dans le cas 
de la proteine mutee (glycine alanine), aucune myristylatlon n'a pu etre detectee. .^-t f .j ^'-i ." 
Comme dans le cas de la proteine PrM 919 de HIV, on a egalement observe la formation et la liberation de 
40 particules dans le milieu conditionne lors de I'analyse des cultures Infectees [par ultracentrifugation, gradient 
de saccharose et microscopie (TEM et SEM)]. On a observe des partlcules gag PrS^-de SIV slmilaires a 
cedes obtenues par I'expression de PrSS 9 " 9 de HIV dans des cellules S.f. Lis particules' gag extracellulaire 
torment des structures qui croissent au niveau de la membrane cellulaire, qui s'assemblent en 
bourgeonnements typiques, qui ressemblent fortement aux partlcules bourgeonnantes du virus non mature. 
45 Les particules PrS? 9 * 9 de SIV comme les partlcules PnSS 9 " 0 de HIV avaient environ 100-120 nm de diametre et 
montraient un centre transparent aux electrons entoure d'un anneau fonce et epais et une double couche 
lipidique exterieure. Des experimentations realisees avec le mutant (Gly Ala) non myristyle de SIV ont 
confirms les observations faites avec le mutant PiSEP* non myristyle de HIV, a savoir que la N-myristylation est 
essentielle pour le bourgeonnement et la formation de partlcules extracellulaires. La difference entre la 
50 proteine precurseur GAG de HIV et de SIV est que cette derniere forme egalement des particules 
intracellulars et une structure partlculaire lors de ('expression de la proteine GAG myristylee. Ceci peut Stre 
explique comme suit : le taux d'expression est environ 3 fois plus eleve que le taux d'expression de gag de HIV 
et il se peut que toutes les molecules PrS? 8 *" de SIV ne soient pas myristylees. On a pu deceler egalement plus 
de produits de degradation, specialement une bande proteinique p27 myristylee. ; ' ; & - • " ; >•••? '*». r: 
55 II est possible que les structures cellulaires d'environ 40 nm de diametre et parfois jusqu'a 1 urn de 
long - qui sont observees a un stade avance ces infections - soient composees au molns en partie de ces 
produits de degradation de gag. Ceci pourrait ressembler a I'assemblage du noyau (?) de p24 en structures 
tubulalres observees dans de rares cas de maturation de noyau de retrovirus. On a egalement observe (C. 
Debouck, comm. personn.) des structures tubulaires contenant la proteine p24 lorsque la proteine de noyau 
60 p24 de HIV-1 est exprimee dans E. coll. Une partie des particules Intracellulaires observees avec le 
recombinant du precurseur de gag de SIV natif prend forme pres de la membrane cellulaire ou elles paraissent 
se differencier en particules ressemblant au virus et bourgeonnant comme decrit plus haut. Ce processus 
rappelte la maturation virale de retrovirus du type D qui implique des particules Intracellulaires intermediates 

de type A. i - ' -1 - 

65 „ ^ ... 
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Revendlcatlons 



1. Molecule d'AON recombinant comprenant una sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 5 
proteine precurseur gag du vims de I'immunite deficitaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se presentant naturellement en 5' et en 3*. liee de maniere operatoire a un element de 
regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. 

2. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 1 dans laqueile I'element de regulation est un 
element qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur 10 
gag est la proteine precurseur gag de HIV. ■>.-'<,• 

3. Molecule d'AON recombinant de la revendlcation 2 dans laqueile l'6lement de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. .. .,. . .. " 

4. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 3 dans laqueile I'element de regulation comprend le 
promoteur du gene de polyhedrine. .> . . ,., • . -• is 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 2, 3 ou 4. 

6. Cellule d'insecte infectee par le Baculovlrus recombinant de la revendlcation 5. / 

7. Cellule d'insecte de la revendlcation 6 qui est une cellule de Lepldoptere. : 

8. Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Spodoptera frugiperda . 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 2 dans laqueile I'element de regulation est un 20 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 

10. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 2 dans laqueile la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. .* V.fvuKj'v.-* - r .1. 

1 2. Virus de la vaccine recombinant comprend la molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 11. 25 

13. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 1 1 . 

14. Cellule de mammifere infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15. Cellule de mammifere de la revendication 13 qui est choisie dans le groupe comprenant les cellules 
CHO, les cellules COS-7, les cellules NIH-3T3, les cellules CV1, les cellules de myelome de la souris et du 

rat, les cellules HAK, les cellules Vera, les cellules Hela, les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 30 
de hematosarcome du poulet • , ;: ,»(. ..., ;h . . \ . •. . 

16. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laqueile la region de regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. o *.<-•: . »•: * .. •.••».;•; i%'Ji .. 

17. Molecule d'ADN recombinant de fa revendication 16 dans laqueile I'element de regulation comprend 

le promoteur CUP1,TDH3,PGK,ADH,PH05ouARG3. ; V)Uj9s ; , v , :, ;,,; ., ;„ , . 35 

18. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 16. 

19. Cellule de S. cerevislae comprenant la molecule d'ADN recombinant de ia revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
d'une particule qui est immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 

de I'immunite deficitaire, laqueile molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 40 
une portion de la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deficitaire ou pour une proteine hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une proteine precurseur gag de I'immunite deficitaire, liee de maniere 
operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

21. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, pour I'expression et la formation d'une 
particule constitute de maniere preponderant^ de proteines precurseur gag de HIV, laqueile proteine 45 
code pour I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctions de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une proteine precurseur gag 
du virus de I'immunite deficitaire liee de maniere operatoire a une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepidopteres. . > • . :-?i!;;'v^f •. • ..,■.<■,,• 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laqueile la sequence qui code pour 50 
I'entierete de la proteine precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctions de HIV. 

24. Molecules d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laqueile I'element de 
regulation comprend le promoteur du gene de la polyhedrine. . . 1 , . 

25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendlcation 20 ou 22. 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicaiton 24. 55 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendlcation 25. 

28. Cellule de Spodoptera frugiperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6. 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 13 ou 18. 

31 . Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 27. 60 

32. Particule formee de proteines precurseur gag isolees d'un milieu conditionne au depart d'une culture 
de cellules de la revendication 6. 

33. Particule formee de proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 



34. Particule immunogene formee de proteines precurseur gag produite par des cellules d'eucaryotes 65 



27. 
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recombinantes, laquelle particule est ImmunolbglquemeTrt'slmilaire^aibc particules gag du~ virus de 
I'immunite deficitaire authentique. 

35. Particule immunogene de la revendication 34 qui comprend de manlere predominate les proteines 
precurseur gag de HIV qui sont reconnuee par des anticorps anti-p16, antl-p24 et anti-p17 at qui est 

5 depourvue des fonctions virales requlses pour la maturation et la replication du virus. "2■^■. , .• /.;.■ ..- • • 

36. Vaccin comprenant la proteine precurseur gag produlte par des cellules d'encaryote recombinantes. 

37. Vaccin comprenant des particules formees de proteines precurseur gag produltes par des cellules 
d'eucaryote recombinantes. .?wJ9^^*K;^6;-'*i& i^ffr*^.?* ••ji- m-. c 

38. Methode pour recueilllr des donnees utiles dans le diagnostic de I'exposition d'un animal a un virus 
10 de I'immunite deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un echantillon de serum ou d'un autre 

fluide corporal de I'animal avec une proteine precurseur gag de la revendicatlon 29, 30, 31 oil 32. . - ; - , . 

39. Methode pour recueilllr des donnees utiles dans le diagnostic de I'exposition d'un animal & un virus 
de I'immunite deficitaire acquise qui comprend la mise en contact d'un echantillon.de serum ou d'autre 
fluide corporal de I'animal avec la particule immunogene de la revendicatlon 34 ou 35. t j, .,(; x , >. . . 

15 40. Proteine precurseur gag suivant I'une quelconque des revendlcatlons 29, 30, 31 et 32 pour, une 

utilisation comme agent vaccinal, : *8*^?5$} ttp>^k%$}f& fc^Hr<f *Vr**^v - . 

41. proteine precurseur gag suivant I'une quelconque des revendlcatlons 29, 30, 31 et 32 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a' des humains une protection contra une infection par 
HIV. -, Z':'^ : -^.9pti&te$$^^ 

20 42. Proteine precurseur gag suivant I'une quelconque des revendlcatlons 29, 30, 31 et 32 pour une 

utilisation dans la fabrication d'un vaccin pour conferer a des humains une protection contra line infection 
par HIV. : . - ''"'*''*'■' t^-?''*^^ •>S"«'.-i!f',...i>r" 

43. Particule immunogene ide la I revindication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal. •; , . 

44. Particule immunogene de la revendication 34 ou 35 pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
25 conferer a des humains une protection contra une infactionpar'^:^^?^%'9jri;^^ •? k> -'. -X' " . 

45. Particule immunogene de la revendicatlon 34 ou 35 pour una utilisation dans la fabrication d'un 
vaccin pour conferer a des humains une protection contre une Infection par HIV. . , : ' 



suivants: ES, OR '^^fj^M^W^^^ as.i'j'-n Z 



Revendlcatlons pour les Etats contractants suivants: 

30 ' - ' - iJ -^ 

1. Molecule d'ADN recombinant comprenant une' sequence d'ADN qui code pour I'entlerete de la 
proteine precurseur gag du virus de I'immunite 'deficitaire et qui est depourvue des sequences 
flanquantes se presentant naturellement en 5' et en 3', llee de manlere operatoire a un 6l6ment de 
regulation qui fonctionne dans des cellules eucaryotes. JS^nftsje^^ ifcffetovtfiv < :v? v; , \'* . 4 : - - < 

35 2. Mol6cules d'ADN recombinant de la revendication 1 dans laquelle i'element de regulation est un 

element qui fonctionne dans les cellules de levure, d'insecte ou de mammifere et la proteine pr6curseur 
gag est la proteine precurseur gag de HIV. '^■^ l rr^^^m^.^0t.^i^<- y •: -v.- 

3. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laquelle I' element : deputation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Lepldopteres. % ■' .S«>tW«&; ?-V ' ; ™ -, v- - , . 

40 4. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 3 dans laquelle I'element de regulation comprend le 

promoteur du gdne de polyhedrlne. ; l " "'^ ><•■•'<>< ■ wilftvb&ii^s^a&h vxit-y V •' ■• • • ' 

5. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2, 3 ou 4. f 

6. Cellule d'insecte infectee par le Baculovirus recombinant de la revendicatlon 5. ; ^ , ., . . . - 
7..Cellule d'insecte de la revendication 6 qui est une cellule de Lepidoptere. H^.:/:^ : . .-,/' 

45 b rfliiniad'lni5actedelarevendlcation6qulestunecellulede Spodopterafruglperda . ■ _ 

9. Molecule d'ADN recombinant de la revendicatlon 2 dans laquelle J'>lement de regulation est un 
element qui fonctionne dans des cellules de Drosophile. 8^!&MllrttfiiW.2^ Mm*-*- ; ■ ~~ '■■ ■ 

1 0. Cellule de Drosophile transformee avec la molecule d'ADN recombinant de la revendication 9. 

11. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region de regulation est une 
SO region qui fonctionne dans des cellules de mammifere. ' &} te^teiiioJ : - : 

1 2. Virus de la vaccine recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11.. 

1 3. Cellule de mammifere comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 11. , 

14. Cellule de mammifere infectee avec le virus recombinant de la vaccine de la revendication 12. 

15 Cellule de mammifere de la revendicatlon 13 qui est cholsie dans le groupe comprenant les cellules 
55 CHO les cellules COS-7, les cellules NIH-3T3, les cellules CVI. Ies cellules de myotome de la souris et du 

rat. les cellules HAK, les cellules Vera, les cellules Hela, les cellules WI38, les cellules PRC-5 et les cellules 
dehematosarcomedupoulet. ' - «"->.-G «tttK? .' 

16. Mol6cule d'ADN recombinant de la revendication 2 dans laquelle la region jie regulation est une 
region qui fonctionne dans une levure. - . Vir- ,^^;sr^^ii-^i.'-h&'ar^^ -. 
60 17. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 16 dans laquelle I'6l6ment de regulation comprend 

lepromoteurCUP1,TDH3,PGK,ADH.PH05ouARG3. -tcr-i&vi > , .. 

1 8. Cellule de levure recombinante comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 16. 

19. Cellule de S. cerevisiae comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 17. 

20. Molecule d'ADN recombinant pour I'expression dans des cellules de Lepidopteres et la formation 
65 d'une particule qui est immunologiquement similaire aux particules gag authentiques immatures du virus 
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de I'lmmunlte deflcitaire, laquelle molecule comprend une sequence d'ADN qui code pour I'entierete ou 
une portion de la protelne precurseur gag du virus de I'lmmunlte deflcitaire ou pour une proteine. hybride 
ayant I'entierete ou une portion d'une protelne precurseur gag de I'lmmunlte deflcitaire, Ilea de maniere 
operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. 

21 . Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, pour ('expression at la formation d'une particule 
constitute de maniere preponderant^ de proteines precurseur gag de HIV, laquelle protelne code pour 
I'entierete de la protelne precurseur gag de HIV et depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

22. Molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence codant pour une protelne precurseur gag 
du virus de I'lmmunlte deflcitaire liee de maniere operatoire a une region de regulation qui fonctionne 
dans les cellules de Lepidopteres. ' \';c- ■ 

23. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 22 dans laquelle la sequence qui code pour 
I'entierete de la protelne precurseur gag de HIV est depourvue d'autres fonctlons de HIV. 

24. Molecule d'ADN recombinant de la revendication 20, 21, 22 ou 23 dans laquelle I'element de 
regulation comprend lepromoteurdu gene de la polyhedrine. rlfu :-~r>\ : \. v;«'v"> 

■ 25. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 20 ou 22. 

26. Baculovirus recombinant comprenant la molecule d'ADN recombinant de la revendication 24. 

27. Cellule de Lepidoptere infectee avec le Baculovirus recombinant de la revendication 25. 

28. Cellule de Spodoptera fruglperda infectee par le Baculovirus recombinant de la revendication 26. 

29. Methode pour preparer un vaccln pour proteger un humain contra une maladie causee par une 
Infection par HIV qui comprend la culture de cellules eucaryotes recombinantes qui ont ete transformees 
avec une molecule d'ADN recombinant comprenant une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de la 
proteine precurseur gag de HIV et qui est depourvue des sequences flanquantes 5' et 3' qui se 
presentent naturellement, liees de maniere operatoire a un element de regulation qui fonctionne dans les 
cellules eucaryotes; I'isolement des particules de proteine precurseur gag alnsi produites et I'assoclation 
des particules de proteine precurseur gag isolees a un support pharmaceutJquement acceptable. 

30. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de I'une quelconque des revendications 6, 
13 ou 18 pour une utilisation comme agent vaccinal. '-' "f " '■" "-'> ' 

31. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 ou 18 pour une 
utilisation comme agent vaccinal pour conferer a des humalns une protection contre une infection par 
HIV. -V-.;;/:^^ 

32. Proteine precurseur gag produite par la culture de cellules de la revendication 6, 13 ou 18, pour une 
utilisation dans la fabrication d'un vaccln pour conferer a des humains une protection contre une infection 
parHIV. ' ■...•'■•.yAyy.iX ' : )■'"■'.'' "'■ " •■ 

33. Particules gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particule est immunologiquement similaire aux particules gag du 
virus de I'immunite deflcitaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal. 

34. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules 
encaryotes recombinantes, laquelle particule est Immunologiquement similaire aux particules gag du 
virus de I'lmmunlte deflcitaire acquise authentiques pour une utilisation comme agent vaccinal pour 
conferer a des humains une protection contre une Infection par HIV. i ; , . . 

35. Particule gag immunogene comprenant une proteine precurseur gag produite par des cellules euca 
ryotes recombinantes, laquelle particule est Immunologiquement similaire aux particules gag du virus de 
I'immunite deflcitaire acquise authentiques pour une utilisation dans la fabrication d'un vaccln pour 
conferer a des humains une protection contre une infection par HIV. 

36. Precede pour preparer une molecule d'ADN recombinant pour exprtmer une protelne gag du virus de 
I'immunite deflcitaire acquise qui comprend la ligation d'une sequence d'ADN qui code pour I'entierete de 
la proteine precurseur gag du virus de I'immunite deflcitaire acquise et qui est depourvue des sequences 
flanquantes en 5' et en 3' qui se presentent naturellement, a un element de regulation qui fonctionne dans 
des cellules eucaryotes. ^v-v.;Vr. ~.-v-:" ■/•":-., '- . 

37. Precede de la revendication 36 dans lequel I'element de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans une levure, des cellules d'insecte ou de mammifere et la proteine precurseur gag est la 
proteine precurseur de HIV. .. . . ■- t - : 

38. Precede de la revendication 37 dans lequel I'element de regulation est un element de regulation qui 
fonctionne dans des cellules de Lepidopteres. ~* 

39. Precede de la revendication 38 dans lequel I'element de regulation comprend le promoteur du gene 
de polyhedrine. -> .— 
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